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© Btutgerinnungshemmende Proteine, Verf ahren zur Hersteltung sowle deren Verwendung. 

© Die Erfindung beschreibt kdrpereigene Proteine die die 
Blutgerinnung hemmen und die die Gerinnungsfaktoren 
nicht inaktivieren, Verf ahren zur Herstetlung dieser Proteine 
sowie ihre Verwendung. 
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Die vorliegende Erfindung beschreibt Proteine, die die Blut- 
Serinnung trimmer), V^rf-ihrer. zur Barstellnng diessr Proteine 
sowie ihre Verwendung. 

Blutgerinnungshemmende Proteine, die in den meisten Sauge- 
tieren vorhanden sind f kbnnen in drei Gruppen eingeteilt 
werden. Diese Einteilung beruht auf dem Unterschied der 
Protein-Wirkungsmechanismen. 

1. .Proteine, die mit dem Gerinnungsf aktor einen Komplex 
bilden und dadurch den Gerinnungaf aktor unwirksam 
machen. ( Dazu gehbren die Proteine: 

a) Antithrombin-III (Thromb. Res .5, 439-452 (1974)) 

b) Ctj -Protease Inhibitor (Ann. Rev* Biochem . 52 , 
655-709 0 983)) 

c) # 2 -Makroglobulin (Ann. Rev. Biochem. 5£, 655-709 
(1983)) 

d) (^-Inhibitor (Biochemistry 20, 2738-2743 (1981 )) 

e) Protease Nexin (J. Biol. Chem. 258 , 10439-10444, 
(1983)). 

2. Proteine, die einen Gerinnungsf aktor proteolytisch 
zerschneiden und dadurch den Gerinnungsf aktor desakti- 
vieren. Ala einziges Protein dieser Art ist bisher 
Protein C beschrieben (J. Biol. Chem. 251, 355-363 

(1 976)). 

3. Proteine, die die negativ geladenen Phospholipide 
abschirraen und/oder hydrolisieren, so dafi die Phospho- 
lipid- abhSngigen Reaktionen des Blutgerinnungs- 
mechanismus gehemmt werden. Bisher sind nur Phospho- 
lipasen, die aus verschiedenen Schlangengif tsorten 
isoliert wurden, beschrieben worden (Eu. J. Biochem. 
112, 25-32 (1980)) . 
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Dae stuf enweise ablauf ende Gerinnungssystem iat in den 

■»~',zten Ja^~:i intw-ns<" antei.jucfc+ worden. ™r w i r a a i s e in 

sich verstarkendes Mehrstuf ensystem verschiedener miteinander 

verbundener, proteolytischer Reaktionen verstanden, bei dem 

ein fiizym ein Zymogen in die aktive Form umsetzt (vgl. 

Jackson CM., Nemerson Y., Ann- Rev. Biochem. 49., 765-811 

(1980)). Die Geschwindigkeit dieser Reaktion wird in 

entacheidender Weise durch die Anwesenheit von Phosphio- 

lipiden und anderer Kofaktoren wie Paktor V & und 

PaktQr VIII vergrofiert. In vivo werden die Prokoagu- 
a 

lationareaktionen durch verschiedene Inhibitionamechanismen 
geregelt, die einem exploaiv thrombotischen Trauma nach einer 
geringen Aktivierung der Gerinnung8ka8kade vorbeugen. 

Die Antigerinnung8mechani8men kbnnen wie folgt eingeteilt 
werden (Rosenberg, R.D., Rosenberg, J.S., J. Clin. Invest. 
74, 1-6 (1984)): 

1. Der Serin- Pr otease-Faktor X o und Thrombin werden 

a 

infolge ihrer Bindung an Antithrombin III bzw. an den 
Antithrombin/lfeparin-Komplex inaktiviert. Sowohl die 
Prothrombin-Aktivierung als auch die Bildung von Fibrin 
kann auf diese Weise gehemmt werden. Neben Anti- throm- 
bin III gibt es noch verschiedene andere Hasina — 
Protease-Inhibitoren wie beispielsweiae Oc^-VLskro- 
globulin und Antitrypain deren Wirkung zeitabhangig ist. 

2. Die Entdeckung des Protein C's fuhrte zur Aufdeckung 
eines weiteren Antigerinnungsmechanismus. Ist daa 
Protein C einmal aktiviert worden, wirkt es durch, die 
aelektive Proteolyse der Pr oteinkof aktoren Faktor V & 
und VIII , durch die die Pr othrombinase und das Enzym, 
das den Faktor X umsetzt, inaktiviert werden, als Anti- 
koagulanz. 

3. Plasmin spaltet monomeres Fibrin 1, ein Produkt der 
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ELnvirkung von Jhrombin auf Fibrinogen, wodurch der 
B<Mung tineo unl5eiich*r. Fibrins "orgebeugt vird 
(Nossel, H.L., Nature, 291, 165-167 (1981 )). 

Von den oben genannten, in den GerinnungsprozeB ein- 
greifenden kbrpereigenen Proteinen ist z.Zt. nur das 
Anthribombin III in klinischem Einsatz. Als erheblicher 
Nachteil hat Bich jedoch die bei der Anwendung dieses 
Proteins auftretende Erhbhung der Blutungsneigung 
herausgestellt . 

Alle bisher als Antikoagulantien eingesetzten Mittel, ob 
korpereigener oder synthetiecher Natur machen in irgendeiner 
Weise die Gerinnungsf aktoren unwirksam und ftthren dadurch zu 
Nebenvirkungen, die sich nachteilig auf den GerinnungsprozeB 
auswirken kbnnen. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es, ein Mittel bereit- 
zustellen, das blutgerinnungshemmende Eigenschaften aufweist 
jedoch ohne die sich nachteilig auf den GerinnungsprozeB 
auswirkenden Eigenschaften der bisher bekannten 
Antikoagulantien. 

tJberraschenderweise konnten nun kbrpereigene Proteine 
isoliert werden, die blutgerinnungshemmende Eigenschaften 
aufveisen, nicht jedoch die Blutungsgef ahr erhbhen. Als 
weitere iiberraschende Eigenschaft verlieren diese Proteine 
bei grbBeren Blutungen ihre hemmenden Eigenschaften, so dafl 
die iiblichen Gerinnungsprozesse ungestbrt ablaufen kbnnen und 
die Gefahr eines Verblutehs nicht besteht. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind die im folgenden 
VAC (Vascular Anti-Coagulant) genannten blutgerinnungs- 
hemmenden Proteine, die die Gerinnungsf aktoren nicht 
inaktivieren. Diese Proteine sind in der Lage, die durch ein 
vaskulares Prokoagulanz bzw. durch den Faktor X induzierte 
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Gerinnung zu hemmen, jedoch nicht die von Thrombin induzierte 
Geiinn^.g. Si^ he^aen nicht ^ie biulo£i3che und a»:idolytische 
Aktivitat der Paktoren X und II . 

a el 

Gegenstand der Erf indung sind blutgerinnungshemmende 
Proteine, die die Gerinnungsf aktoren nicht inaktivieren und: 

- den modif izierten Prothrombin-Zeit-Versuch und/oder 

- dea modif izierten, aktivierten, partiellen Thrombo- 
plastin-Zei t-Versuch und/oder 

- den nicht- modif izierten Prothrombin-Zeitversuch und/oder 

- die Prothrombin-Aktivierung durch den Gerinnungsf aktor X a 
in Gegenwart von negativ geladenen Phospholipiden und Ca^ + 
und/oder 

- die intrinsische X-Aktivierung durch den Paktor IX 0 in 

2+ 

Gegenwart von negativ geladenen Phospholipiden und Ca 
und/oder 

- die Prothrombin-Aktivierung von isolierten, stimulierten 
ELutplattchen und/oder 

- die von der GefaQwand induzierte Gerinnung und/oder 

- die gerinnungsabhangige Plattchenaggregation hemmen. 

Gegenstand der Erfindung sind auch blutgerinnungshemmende 
Proteine, die die Gerinnungsf aktoren nicht inaktivieren und 
deren hemmende Wirkung von der Menge an Phospholipiden 
abhangt. Die erf indungsgemaBen Proteine induzieren die 
Prothrombin-Aktivierungshemmung durch den Paktor X & . Die 
Hemmung ist abhangig von der Hiospholipidkonzentration und 
ist bei hohen Phospholipidkonzentrationen kleiner. Die 
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Phospholipide weraen von den erf indungsgem&Ben Proteinen 
nicht hydrclisierc. 

Gegenstand der Erfindung sind ferner blutgerinnungshemmende 
Proteine, die die Gerinnungsfaktoren nicht inaktivieren und 
die ttber die divalenten Kationen Ca 2+ und/oder Mn 2 + an negativ 
geladene Phospholipide, die beispielsweise in Vesikeln, Lipo- 
somen oder Etherosomen zu finden sind, und/oder ttber die 
divalenten Kationen Ca 2+ und Mn 2+ an negativ geladene 
Phospholipide, die mit Spherocil gekoppelt sind binden. Die 
Bindung der Proteine an die negativ geladenen Phospholipide 
ist reversibel und kann von Ethylendiamintetraessigsaure 
(EDTA) aufgehoben werden. Die erf indungsgemafien Proteine sind 
in der Iage, den Paktor X Q und die Prothrombine von einer 
negativ geladenen Phospholipidoberflache zu verdrangen. 

Gegenstand der Erfindung sind insbesondere blutgerinnungs- 
hemmende Proteine, die die Gerinnungsfaktoren nicht 
inaktivieren und Molekulargewichte von ca. 70x1 0 3 , 
60xt 0 3 , 34x1 0 3 oder 32x1 0 3 aufweisen, von denen die 
Proteine mit dem Molekulargewicht 34x1 0 3 respektive 
32xl0 3 aus jeweils nur einer einzigen Polypeptidkette 
bestehen. 

Gegenstand der Erfindung sind vorzugsweise blutgerinnungs- 
hemmende Proteine, die die Gerinnungsfaktoren nicht 
inaktivieren, dadurch gekennzeichnet , dafi 

- sie aus ELutgefaS vanden von Siugetieren isoliert und 
gereinigt vurden, 

- sie keine Glykoproteine sind, 

- sie keine Phospholipasen sind, 



- sie einen isoelektrischen Punkt bei pH 4,4-4,6 besitzen, 
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- die Aktivitat der blutgerinnungshemmenden Proteine bei 
56° C thermolabil let, 

- die Aktivitat der blutgerinnungshemmenden Proteine im 
zitrierten Plasma bei 37° C einige Stunden stabil bleibt, 

- die Aktivitat der blutgerinnungshemmenden Proteine von 
Trypsin und/oder Chymotrypsin nicht vollstSndig zerst'drt 
wird , 

- die Aktivitat der blutgerinnungshemmenden Proteine von 
Collagenase und/oder ELastase nicht beeinfluBt wird. 

2+ 2+ 

- sie Uber die divalenten Kationen Ca und Mn mit 
negativ geladenen Ihospholipiden, die in Vesikeln, 
Liposomen oder Etherosomen zu finden sind, binden, 

2+ 2+ 

- sie uber die divalenten Kationen Ca und Mn mit 
negativ geladenen Biospholipiden, die mit Spherocil 
gekoppelt sind, binden, 

- die Bindung der Proteine an die negativ geladenen 
Biospholipide reversibel ist und von Ethylendiamin- 
tetraessigsaure (EDTA) aufgehoben werden kann, 

- sie den Faktor X und die Prothrombine von einer 

a 

negativ geladenen Riospholipidoberf lache verdrangen, 

- sie den modif izierten Thrombi n-Zeit-Versuch hemmen, 

- sie den modif izierten, aktivierten, partiellen 
Thromboplastin-Z eit-Ve rsuch hemmen, 

- sie den nicht-modif izierten Prothrombin-Zeitversuch 
hemmen, 
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- Bie p ie Prochr-^bin-Aktiv" ^rung dur^ v . den 
Gerinnungsfaktor X & in Gegenwart von negativ geladenen 
Phospholipiden und Ca 2+ in vitro hemmen, 

- 8ie nicht die biologische und amidolytische Aktivitat 

der Paktoren X o und II hemmen, 
a a 

- sie die intrinsische X-Aktivierung durch den P&ktor 
IX a in Gegenwart von negativ geladenen Phospholipiden 
und Ca 2+ in vitro hemmen, 

- sie die Prothrombi n-Aktivierung von isolierten, 
stimulierten Blutplattchen in vitro hemmen, 

- sie die von der GefaBwand induzierte Gerinnung in vitro 
hemmen und 

- die durch die Proteine induzierte Prothrombin-Akti- 

vierungshemmung durch den Paktor X von der Fhospho- 

a 

lipidkonzentration abhangig ist und bei hohen 
Phospholipidkonzentrationen kleiner ist. 

Gegenstand der Erfindung sind insbesondere VAC- Proteine, im 
wesentlichen frei von jedwedem tierischem Gewebe, 
vorzugsweise in im wesentlichen reiner Form. 

Geeignete Ausgangsmaterialien fur die Isolierung der VAC- 
Proteine sind die HlutgefaB wande sowie stark vaskularisiertes 
Gewebe verschiedener Saugetiere beispielsweise von Rindern, 
Ratten, Pferden und Menschen sowie Ihdothelzellkulturen 
dieser Saugetiere. Insbesondere sind die Arterienwande von 
Rindern, Ratten, Pferden und Menscheii wie auch humane Nabel- 
schnurvenen und -arterien geeignet. 

Gegenstand der Erfindung ist auch ein Verfahren zur 
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Herstellung des erf indungsgem&Ben Proteins mittels an sich 
be v annter Isclierungs- ^nd Reinig"ngsteclinik*n. Insbesondere 
geeignet 1st folgendes Verfahrensschema: 

Das homogenisierte Ausgangsmaterial wird zunachst einer 
Differentialzentrifugation ausgesetzt. Die erhaltene 
uberstehende Fliissigkeit kann dann nacheinander in beliebiger 
Reihenfolge f olgendermaBen weiterbehandelt werden. Mit 
Ammoniums ul fat konnen unerwunschte Beimengungen prazipitiert 
werden. Der tfberstand wird dann mittels Affini- 
tatschromatographie, beispielsweise ttber Hydroxyapatit , 
Ionenaustauschchromatographie, z.B. Uber DEAE-Sephacel, 
Chromatographic uber ein Molekularsieb, vie Sephadex G-100 
und Immunadsorptionschromatographie, beispielsweise mit poly- 
klonalen oder auch monoklonalen Antikorpern weiter gereinigt. 
Je nach der Qualitat des Ausgangsmate rials kann dieses 
Reinigungsschema abgewandelt Oder auch andere Reinigungs- 
verfahren angewendet werden, beispielsweise die Reinigung mit 
Hilfe von Phospholipid- Vesikeln. 

Neben der klassischen Antithrombosebehandlung, der oralen 
Antigerinnung, wird neuerdings fur den Pall einer manifesten 
Thrombose biosynthetischer Gewebe- ELasminogenaktivator 
intravaskular verabreicht (N . Engl. J. Med. 510 , 609-613 
(1 984)). 

Die erf indungsgemaBen Proteine sind hervorragend geeignet, 
insbesondere durch die blutgerinnungshemmenden Eigenschaf ten 
gleichzeitig mit der Hemmung der gerinnungsabhangigen 
PLatt chenaggregati on einer Birombose, beispielsweise bei 
Operationen vorzubeugen. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher ebenfalls die 
Verwendung der erf indungsgemaflen Proteine als anti- 
thrombotisches Mittel. 
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Eln weit^^er Gegens+and der Erfindung sind auch pharma- 
zeuti8che Praparate, die zumindest ein erf indungegemafies 
Protein enthalten. 



Die Ergebnisse der VAC-Isolierung und -Reinigung aus 
Rinderaorten Bind in der Tabelle A aufgeftihrt . Die Bestimmung 
der Menge an VAC-Aktivitat im tJberstand der 100. OOOxg 
Zentrifugation war wegen der Gegenwart einer 
Prokoagulanzaktivitat irrelevant. Die fur diese Aktivitat 
verantwortlichen Bestandteile konnten mit Ammoniumsulfat bei 
einem Sattigungsgrad von 35# prazipitiert werden. 
Pestgestellt werden konnte, dafi die obenstehende LQsung nach 
dem Prazipitieren mit 35# Ammoniumsulfat 100# VAC-Aktivitat 
enthielt. Zur Kbnzentrierung wurde die Lbsung bis zu einer 
Sattigung von 90# mit Ammoniumsulfat versetzt. Das 
Prazipitat, die VAC-Proteine enthaltend, wurde in Gegenwart 
von TBS an eine Hydroxyapatit-Saule gebunden. Nach dem 
Waschen wurden die VAC-Proteine aus dieser S&ule mit einem 
steigenden Phosphatgradienten eluiert. Bei einer niedrigen 
Ionenstarke wurden die VAC-Proteine an eine 
DEAE-Sephacel-Saule gebunden. Die Elution der VAC-Proteine 
von dieser E&ule erfolgte mit einem zunehmenden 
NaCl-Konzentrationsgradienten. Bei der Endreinigung wurden 
die Proteine auf Grund ihres Molekulargewichtes durch die 
Gelf iltration liber Sephadex G-100 getrennt. Das Eluenz war 
ein hochsalziger Puffer zum Minimalhalten der Interaktion von 
VAC mit dem Sephadex- Material. VAC eluierte aus dieser Saule 
in einem Volumen von etwa 1,6mal des leeren Slulevolumens 
(siehe Pigur 1). Die Gesamtausbeute der VAC-Aktivitat nach 
dieser ihdreinigung betrug 35 GemaQ der SDS-PAGE enthalten 
alle G-100 Praktionen, die VAC-Aktivitat zeigten, zwei Poly- 
peptide ( Molekulargewicht 34.000 bzw. 32.000). In einig«n Fallen 
zeigte such eire Etskticn mit dam M±doilarga>rijcht 60.000 VAC-Aktivitat. 

Gemafl SDS-PAGE sind nur die Spitzenf raktionen 138-140 honogen 
in Bezug auf die beiden BDlypeptide. 
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In derTabelle A wurden die Reinigungsdaten aus den Rinder- 
aorten zusammengef aBt . Die G-100 Praktionen, die in Bezug auf 
die beiden Polypeptide homogen sind, wurden flir alle weiteren 
Experimente dieser Beschreibung verwendet, mit Ausnahme der 
Experimente zur Charakterisierung der Bindung von VAC an 
Phospholipid-Liposome. 

In der G-100 Fraktion 139 wurden 3, 4# der VAC^Aktivitat mit 
einer spezifischen Aktivitat von 1480 Einheiten/mg Protein 
ermittelt, wie mit dem Einstuf enkoagulationsversuch 
festgestellt werden konnte. Diese Praktion enthielt keine 
nachweisbare Menge an Phospholipid und aus der Absorption bei 
280 nm und dem Proteingehalt wurde fiir dieses gereinigte 
VAC-Praparat ein Extinktionskoef f izient von 

1# 

A = 8, 5 berechnet . 
1 cm 

Charakterisierung des VAC 

Wie aus Pigur 2 hervorgeht, sind die zwei Polypeptide mit dem 
Molekulargewicht von 34.000 und 32.000, die in dem 
gereinigten Pr oteinmaterial vorhanden sind und denen die 
VAC -Aktivitat zugeschrieben werden, Proteine mit einer 
einzigen Kette. Wie mit dem Schif f ' schen Reagenz mit 
basischem Puchsin festgestellt wurde, enthalten beide 
Proteine wenig Kbhlehydratgruppen. Auflerdem konnten in beiden 
Proteinen keine Gla-Gruppen festgestellt werden. Aus der 
isoelektrischen Pokussierung geht hervor, daB beide Proteine 
in einem einzigen Band wandern, was einem isoelektrischen 
Punkt von 4,4 bis 4,6 entspricht (vgl. Pigur 3). 

Die VAC -Aktivitat wurde aus der PAG- Platte durch die Elution 
dieses Bandes aus dem Gel gewonnen. Eine Analyse dieses 
ELuates mit SDS-PAGE zeigte wiederum die Gegenwart der beiden 
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Proteine. Damit konnte bestatigt werden. daB beide Proteine 
in einem einzigen Band in dem pH-Gradienten der PAG-PLatte 
wandern. Zur Uberprllfung der Methode wurde humanes ffimoglobin 
(Hb) ebenfalls mit Hilfe der isoelektrischen Fokussierung 
untersucht. Der f estgestellte Wert von 6,8 stimmt mit den 
Angaben in der Literatur liberein (vgl. Figur 3)* 

Aus Bindungsversuchen ging hervor, daQ sich die VAC- 
Aktivitat an negativ geladenen Phospholipid-Membranen binden 

2+ 

kann. Diese Bindung erfolgt in Gegenwart von Ca und 

2+ 2+ 
Mn , aber nicht in Gegenwart von Mg und in Abwesenheit 

von divalenten Metallionen (vgl. Tabelle D) . Diese Bindung 

der VAC-Aktivitat an den Liposomen ist umkehrbar und kann 

durch das Reagenz EDTA aufgehoben werden. 

An Hand der SDS-PAGE konnte gezeigt werden, dafi beide 

2+ 

Proteine in Gegenwart von Ca an Liposomen binden konnen 
und daB diese Bindung bei Hinzufligen von EDTA wieder 
dissoziiert (vgl. Pigur 4); ein erneuter Hinweis darauf, daB 
die VAC-Aktivitat diesen zwei Proteinen zuzuschreiben ist. 

Beim Aufbewahren in TBS, das 10# Glycerol enthalt , ist die 
VAC-Aktivitat wenigstens 3 Monate bei -70° C stabil, bei 0°C 
wenigstens 12 Stunden und bei 37° C wenigstens eine halbe 
Stunde. Bei 56° C ist die Aktivitat innerhalb von 2 Minuten 
verschwunden. 
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Wirkmg von VAC 

VAC verlSngert die Gerinnungszeit nach dem Einstufen- 

koagulationsversuch, wobei die Kbagulation mit BTP ausgelbBt 

wird. Der Ersatz von BTP durch das gereinigte Rinderthrombin 

oder den gereinigten Rinderfaktor X Q in diesem Versuch 

zeigt, dafl VAC die GerinnungBzeit nur verlangert, wenn der 

Paktor X a zur Auslosung der Koagulation verwendet vird und 

daS die von Qhrombin induzierte Gerinnung nicht durch VAC 

beeinfluBt wird. Dies deutet darauf hin, daB VAC die 

Paktor X -Aktivitat direkt hemmt oder daS eine Interaktion 
a 

mit dem Prothrombinas e-Komplex auftritt. Zur weiteren Prttfung 

wurde der amidolytische Thrombin-Bildungsversuch mit dem 

gereinigten Rinderfaktor X o und Prothrombin benutzt. Pigur 

a 2+ 
5 zeigt, daB wenn Prothrombin in Gegenwart von Ca und 

Phospholipid durch Paktor X zu Thrombin aktiviert wird, 

VAC die Prothrombin-Aktivierung hemmt und dafl der 

Inhibitionsgrad von der VAC Konzentration abhangig ist. 

AuBerdem ist der hemmende Effekt von VAC starker bei einer 

niedrigeren Phospholipidkonzentration. 

Pigur 6 stellt die Hiospholipidabhangigkeit der von VAC 
induzierten Inhibition der Prothrombin-Aktivierung dar. 
Bemerkenswert ist, daB bei einer Ihospholipidkonzentration 
von Null die Thrombi n-Aktivierung durch Paktor X nicht von 
VAC gehemmt wird. Bei Kbntrollversuchen zeigt e sich, dafi VAC 
selbst das Messsystem nicht beeinfluBt. 

Die Inkubation von 5 pM Riospholipid (PS/fcC; 1:4 Nbl/Mol) mit 
107 Hg/ml VAC (spez. Akt . 1-500 Einheiten/mg) und 10 mM 
Ca ergab innerhalb von 3 Minuten bei 37° C eine 
Verringerung der Prokoagulanz -Aktivit at . Dies zeigte, dafl VAC 
keine Phospholipase-Aktivitat besitzt. 

in Gegensatz zu AT -III hat VAC keinen EinfluB auf die 
amidolytische Aktivitat des gereinigten Thrombins und keinen 
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nachhal'-igen EinfluB auf die Paktor X & -Aktivitat , wie mit 
den chromogenen Substraten S 2238 beziehungsweise S 2237 
gemessen wurde (vgl. Tabelle C) • In dieser Tabelle wird auch 
gezeigt, daB die Inaktivierung von Paktor X & und 
Dirombin/AT-III nicht durch VAC verstarkt wird; Heparin 
dagegen erhbht die AT-III Aktivitat entscheidend . Dies zeigt, 
daB VAC weder eine Bsparin-artige noch eine AT -III-artige 
Aktivitat besitzt. 

Die Isolierung eines neuen menschlichen blutgerinnungs- 
hemmenden Proteins konnte durch ein prinzipiell gleiches 
Verfahren aus dem Homogenat von menschlichen Nabelschnur- 
arterien erreicht werden. 

Aufgefunden wurde das Antikoagulant durch seine KLhigkeit, 
die Gerinnungszeit in einem Prothrombinzeitversuch zu 
verlSngern. Diese Fahigkeit wurde nach einer Sephadex G-100 
Praktionierung eines Arterien-Homogenates meBbar. Aufgrund 
weiterer Isolierungsstufen kann angenommen werden, daB die 
Aktivitat auf eine oder mehrere wasserlbsliche Substanzen 
zuru ckgefu hrt werden kann, die insgesamt eine negative Ladung 
bei einem pH von 7,9 tragen. 

Die Analyse einer Sephadex G-75 Praktion (der letzte bisher 
durchgefiihrte Reinigunsschritt) mit Hilfe der 
Gel-Elektrophorese ziegt eine Korrelation zwischen der 
Intensitat der Molekulargewichtsbande bei 32.000 und der 
Verlangerung der Gerinnungszeit gemessen in dem MPTT ( Pigur 
15). Die Beziehung zwischen der 32K-Bande und der 
Antigerinnungsaktivitat ist zweif elsf rei , da nur aus diesem 
32K-Band des Iblyacrylamidgels eine blutgerinnungshemmende 
Aktivitat eluiert werden kann. In Verbindung mit den 
Ergebnissen, daB das Antikoagulant seine Aktivitat bei der 
Inkubation bei 56° C schnell verliert und daB Proteasen seine 
Aktivitat zerstbren kann, muB angenommen werden, daB die 
Antigerinnungsaktivitat durch ein einzelnes Protein mit einem 
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offcnsichtlicl.en Molekulargewicht /on 32.000 Dalton hervor- 
gerufen wird. 

Trypsin, im Gegensatz zu Protease Typ 1 ist ein schlechter 
Ihaktivator des Antikoagulantes . Dies deutet darauf hin, daB 
das Antikoagulant nur wenige Lysin- und Arginin-Reste 
enthalt, die Hir Trypsin zuganglich sind . 

Die Art der blutgerinnungshemmenden Aktivitat wurde unter- 
sucht, indem die Gerinnung auf verschiedene Weise ausgelost 
wurde. Die entweder durch das vaskulare Prokoagulanz HTP oder 
durch den Paktor X & ausgeloste Gerinnung wird durch das 
Antikoagulant gehemmt, die durch Hhrombin induzierte 
Gerinnung jedoch nicht. Hieraus kann geschlossen werden, daB 
das Antikoagulant bei der Thrombinbildung nicht jedoch bei 
der Wirkung des Thrombins eine Rolle spielt. 

Zur weiteren Aufklarung des Antigerinnungsmechanismus des 
erfindungsgemaBen Proteins wurde Pr othrombinase verwendet 
(2). ttiter den experimentellen Bedingungen kann das 
Antikoagulant die Aktivierung von Prothrombin durch die 
vollstandige Pr othrombinase (Paktor X , Paktor V 
Phospholipid, Ca ) und durch den Phospholipid- ^bundenen 
Paktor X a (Paktor X ftf Phospholipid, Ca 2+ ) hemmen, nicht 
aber den freien Paktor X & (Paktor X Ca 2+ ) . 

Der Zeitverlauf der Prothrombinaktivierung in Gegenwart des 
Antigerinnungsmittels weist auf eine sofortige Inhibition der 
Prothrombinaktivierung hin, die zeitlich konstant bleibt. E& 
kann daher festgestellt werden, daB das Antikoagulant weder 
durch eine Phospholipas e- noch durch eine proteolytische 
Aktivitat wirkt. Die Tatsache, daB die Aktivierung von 
Prothrombin durch Paktor X fi und Ca 2+ gar nicht von dem 
Antikoagulant beeinflvfit wird, ist ein starker Hinweis 
darauf, daB der Antigerinnungsmechanismus des vaskularen 
Proteins von dem der allgeraein bekannten 
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Plasmaprotease- Inhibit oren, wie Antithrombin III verechieJen 
iat. Wie von Walker et al. (8) gezeigt wurde, hemmt das 
aktivierte Protein C die Prothrombin- Aktivierung durch 
Faktor X & , Ca 2+ und Phospholipid nicht ; demzufolge ist 
das erfindung3gem8.Be Protein auch nicht mit Protein C 
identisch. 

Erste Bindungsverauche deuten darauf hin, dafi das vaskul'are 
Antigerinnungsmittel mit der lipidbindung des Faktors X a 
und/oder Prothrombins m<5glicherweise interferiert.- Ob die 
Fahigkeit des Antikoagulantes , die Pr othrombin-Aktivierung zu 
hemmen, volletandig flir den Verlangerungseffekt im 
Prothrombin- Zeit-Versuch verantwortlich ist, muB noch 
ermittelt werden. 

Die Tatsache, daB das erf indungsgemaBe Material aus 
verschiedenen Arten von Arterien zu erhalten 'ist und nicht 
aus maBig vaskularisiertem Gewebe, kbnnte darauf hinweisen, 
daB das erf indungsgemaBe Protein ein physiologischer 
Modulator der Hamostase und Thrombose ist, aktiv auf dem 
vaskularem Niveau. 

Aufgrund der ermittelten Eigenschaf ten und Wirkungen des VAC 
kann der ELutgerinnungsmechanismus unter VAC MnfluB 
folgendermaBen interpretiert werden: 

VAC bindet iiber Ca 2+ -Ionen mit negativ geladenen 
Phospholipiden, die durch die Beschadigung von Gewebe 
und/oder die stimulierten Blutplattchen auftreten und 
verringert dadurch die Bindung bestimmter Gerinnungsfaktoren 
(Vitamin K abhangige Gerinnungsfaktoren) mit der negativ 
geladenen Riospholipidoberf lache, die fiir diese 
Gerinnungsfaktoren wie eine katalytische Oberflache wirkt 
(Biochem. Biophys. Acta, 515, 163-205 0978)), mit der Folge, 
daB die Phospholipid- abhangigen Blutgerinnungsreaktionen von 
VAC gehemmt werden. Aufgrund des Wirkungsmechanismus kann VAr 
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in die Proteingiuppe 3 eingeordnet werden (s. oben) • 

Von entscheidender Bedeutung ist jedoch der zu den Proteinen 
dieser fruppe bestehende Uhterschied , daS VAC die 
Phospholipide nicht hydrolisiert und dadurch keirie 
wesentlichen Membranstrukturen zersetzen kann! 

Weiterhin sind besonders bedeutsam und vort^ilhaft die bisher 
bei keinem der bekannten Antikoagulanzien beschriebenen 
Eigenschaften des VAC: 

- Der Antigerinnungseffekt von VAC ist von der Menge 
Hiospholipide abhangig, . die an dem GerinnungsprozeQ 
teilnehmen. Diese Abhangigkeit bewirkt, daQ der 
GerinnungsprozeQ, der beispielsweise durch eine geringe 
GefaBwandbeschadigung und/oder eine geringe 
ELutplattchenaktivierung ausgelSst wurde, z.B. durch einen 
thrombotischen ProzeB, uberraschenderweise durch VAC 
gehemmt werden kann.! Andererseits wird jedoch der 
GerinnungsprozeQ, der durch eine drastische GefaQwand- 
beschadigung ausgelbst wurde, bei der Phospholipide in 
hoher Konzentration auftreten, durch eben diese hohen 
Hiospholipidkonzentrationen durch VAC nicht gehemmt! Die 
Gefahr einer Blutung bei der Verwendung von VAC ist daher 
uberraschenderweise auBerst gering. 

Diese iiberlegenen Eigenschaften bietet VAC im Gegensatz zu 
alien bisher bekannten Antikoagulanzien, die einen Oder 
mehrere Gerinnungsfaktoren unwirksam machen und dadurch 
die Gefahr einer Blutung erbohen! 

- VAC inaktiviert Uberraschenderweise nicht die 
Gerinnungsfaktoren selbst ! Hierdurch ist es den 
Gerinnungsfaktoren auch weiterhin mbglich, ihre anderen 
Aufgaben, von denen immer mehr aufgedeckt werden, zu 
erfiillen. Manche aktiven Gerinnungsfaktoren haben 
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beispieldweise die wichtige nicht- hSmostatische Aufgabe 
der Chemotaxis £ir die Inflammatorzelle. Diese Zelle tragt 
zur Heilung einer beschadigten Gefafiuand bei! 

Darch VAC wird dieser ProzeB ttberraschenderweise nicht 
beeintrachtigt! 

Die vorliegende Ejrfindung beschreibt erstmals eine neuartige 
KLass.e von blutgerinnungshemmenden Proteinen, die die 
Gerinnungsfaktoren nicht inaktivieren. Die zur Erlauterung 
dienenden Beispiele sowie die aufgefiihrten Eigenschaf ten 
sollen die Erfindung in keiner Weise einschranken. Dem 
Fachmann ist es ohne erf inderische Leistung mbglich, anhand 
des beschriebenen Verfahrens weitere Proteine, die 
blutgerinnungshemmende Eigenschaf ten aufweisen ohne die 
Gerinnungsfaktoren zu inaktivieren zu erhalten. Auch diese 
Proteine geh&ren zum Schutzumfang der vorliegenden Erfindung. 
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Die in der vorliegenden Erfindung verwendeten AbHirzungen 
haben folgende Bedeutung: 



VAC : 


vaskulares AntlKoaguianz 


PEP J 


Blutplat tchenireies riasma 


TBS .: 


100 mM NaCL, 50 JTis/nU., pn /, p 


EDTA : 


, Ethylendiamintetraessigsaure 


TBSE : 


TBS mit 2 mM EDTA 


BTP : 


; Thromboplastin aus Rindergehirnen 


HTP : 


: Thromboplastin aus humanen Gehirnen 


TBSA 


: TBS mit 0, 5 mg/ml humanes Serum- Albumin, pH 7, 9 


S 2337 


: N -Benzoy l-L-Isoleucy 1-L- GLutamy 1-L- Pipecoly 1- 




Glycyl-L-Arginin-p-Nitroanilid-Dihydrochlorid 


S 2238 


: H-D- Hienylalany 1-L- Pipecoly 1-L-Argini r>- p-Nitr o- 




anilid-Dihydrochlorid 


AT -III 


: humanes Antithrombin III 


S.A. 


: spezifische Aktivitat 



01e 2 Gro-P-Cho : 1, 2-Dioleoyl-sn- gLycero-3-phospocholin 
0le 2 Gr o-P-Ser : 1, 2-Dioleoyl- sn- gLycero-3-phosposerin 
Gla : ^-Carboxy-glutaminsaure 

Pur die Nomenklatur der ELut-Koagulationsfaktoren ist die von 
der Task Force on Nomenclature of Blood Clotting Zymogens and 
Zymogens intermediates empfohlene verwendet worden. 

s 

Materialien 

Die Chemikalien fur die analytische SDS-PAGE und 

Hydro xyapatit HTP stammten von Bio-Rad, Sephadex G-100 und 

G-75, DEAE-Sephacel und der "low Molecular Weight Calibration 

Kit" von Riarmacia, die chromogenen Substrate S 2337 und 

S 2238 von Kabi Vitrum und die Diaflo PM-10 

ULtraf iltrationsmembran von Amicon. 
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Beiaplel 1 

l80lierung und Reinigung des VAC 

Innerhalb einer halben Stunde nach dem Schlachten wurden den 
Rindern die Aorten entnommen. Das Rinderblut wurde in 
Trinatriumzitrat (Ihdkonzentration 0,58 Gew.#) gesammelt und 
10 Minuten bei Raumtemperatur und 2. OOOxg zentrifugiert. Das, 
wenige Blutplattchen* enthaltende Plasma wurde anschlieflend 
erneut zentrifugiert (15 Minuten bei 10. OOOxg). Auf diese * 
Weise erhielt man blutplattchenf reies Plasma (PPP) . 

Die Aorten der Tiere wurden unmittelbar nach ihrer Entnahme 
griindlich mit TBS gespilt. Die Intima wurden von den Aorten 
gelbst und unter Anwendung eines hochtourigen Homogenisators , 
beispielsweise mit dem Braun MX 32, in TBSE, das Sojabohnen- • 
Trypsin- Inhibitor (16 mg/l) und Benzamidin (1,57 g/l) 
enthielt, homogenisiert. 

Das aus 8 Aorten homogenisierte Material, das 20# 
(Gewicht /Volume n) Peststoff enthielt, wurde 60 Minuten bei 
100. OOOxg zentrifugiert. Die iiberstehende Flussigkeit wurde 
mit festem Ammoniumsulf at bis zu 30# gesattigt, 30 Minuten 
geruhrt und anschlieflend 20 Minuten bei 12. OOOxg 

zentrifugiert. Die xesoltier^irb Flifesigkeit wn3e mit festan AmmSxmsi.il fat his zu 90 % 
yasattigty 30 Mirutei gsrihrt ind anschlifiGad 2D Minatai beL 12.O0Cbg 2s±riL£ugifl±. 
Der Peststoff wurde in einem kleinen Vo lumen TBS suspendiert 
und gegen Benzamidin (1,57 g/l) enthaltendes TBS dialysiert. 
Die dialysierte Praktion wurde auf eine Hydroxyapatit-Saule 
(1x20 cm) aufgetragen, die mit TBS aquilibriert worden war. 
Die Saule wurde mit 4 Bettvolumina TBS gewaschen. Die 
VAC-Proteine wurden mit 200 ml Natriumphosphatpuff er (pH 7,5) 
mit einem Li neargradienten von 0-500 mM aus der Saule 
eluiert. Die VAC enthaltenden Praktionen wurden vereinigt und 
gegen 50 mM NaCl, 20 mM Tris/HCl, pH 7, 5 dialysiert. 
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Der gleiche Puffer wurde auch zur Aquilibrierung einer 
DBAE-Sephacel-Saule (3»5 cm) verwendet, auf der das 
dialysierte VAC -Material chromatographies wurde. Die S&ule 
wurde mit 4 Bettvolumina des Xquilibrationspuf fers gewaschen 
bevor das VAC mit 200 ml NaCl-Lbsung in 20 mM Tris/HCl, 
pH 7, 5 mit einem Lineargradienten von 50-300 mM von der Saule 
eluiert wurde. Die Vac enthaltenden Fraktionen wurden 
gesammelt, gegen 500 mM NaCl, 20 mM Tr.is/BCl, pH 7, 5 
dialysiert und danach in einer Ami con-Konzent rati onszelle 
unter Verwendung einer PM-10 Dltraf iltrationsmembran 
konzentriert. Das Konzentrat mit einem Volumen von 2 ml wurde 
auf eine Sephadex G-100 Saule (3 300 cm), die mit 500 mM NaCl 
und 20 mM Tris/HCl, pH 7,5 aquilibriert worden war, 
aufgetragen. 

Das Eluat wurde in Praktionen zu je 2 ml gesammelt, die 
aktiven Praktionen gesondert gegen 10 Volume n-# Glycerol 
enthaltendes TBS dialysiert und bei -70° C aufbewahrt. Die 
ganze Reinigung wurde bei 0-4° C durchgeflihrt . 

B estimmurre d er VAC-A ktiv it at 

Zur Bestimmung der VAC-Aktivitat wurden zwei verschiedene 
Methoden verwendet: 

a) der Einstufenkoagulationsversuch (modif izierter 
Prothrombinzeitver sue h) 

b) ein Thrombinbildungsversuch 

Der Einstufenkoagulationsversuch wurde folgendermaSen 
ausgefuhrt : 

In einer Kuvette aus silikonisiertem SLas wurden 175 nl der 
zu priifenden Praktion oder 175 jil TBS als Kontrolle mit 50 \xl 
PPP und 25 ill verdiinntem BTP gerlihrt (900 Umdrehungen/Min. ) . 
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Nach einer Inkubationszeit von 3 Minuten bei 37°C wurde die 
Kbagulation durch das Hinzuftigen von 250 \xl fatter 9 der 80 mM 
NaCl, 20 mM CaCLg und 10 mM Tris/HCl, pH 7, 5 enthielt, 
ausgel<5st. Die Pibrin-Bildung wurde optisch unter Verwendung 
einer "Payton Dual Aggregation Module" (Eornstra, G. , Phil. 
Trans. R. Soc. IondonB.294, 555-371 (1981 ) registriert. Die 
Gerinnungszeit der Kontrollprobe betrug 65 Sekunden. Dieser 
Versuch wurde wahrend der Reinigung zur Priifung der 
verschiedenen Fraktionen auf das Vorhandensein der VAC- 
Aktivitat angewandt. Zur Bestimmung der VAC-Ausbeute wihrend 
der Reinigung wurde eine Einheit der VAC-Aktivitat definiert 
als jene Menge VAC, die die Gerinnungszeit in dem 
obenerwahnten Versuch bis zu 100 Sekunden verliingerte. 

In einigen Mllen wurde BTP durch gereinigtes Rinderthrombin 

oder den gereinigten Rinderfaktor X & ersetzt. In diesem 

halbgereinigten Gerinnungssystem wurden die Mengen Thrombin 

oder Paktor X derart gewShlt, dafi die Gerinnungszeit der 
a 

Kontrollprobe ebenfalls 65 Sekunden betrug. 

Der Thrombinbildungsversuch wurde f olgendermaBen ausgefuhrt: 

20 \il gereinigter Rinderfaktor X & (150 nM) , 30 ^1 CaCl 2 
(100 mM), 30 \xl verdinnter VAC und 30 ixl PS/PC- Rio spho- 
lipid-Membrane (die Endkonzentrationen sind in der Legende zu 
den Abbildungen angegeben) wurden in eine Kunststoff Mivette, 
die 181 [il TBSA enthielt, gebracht. 

Das Gemisch wurde 3 Minuten bei 37° C mit einem Teflonnihrer 
geriihrt. Die Birombinbildung wurde durch Hinzufiigung von 9 Hi 
gereinigtem Rinderfaktor II (33,33 MM) ausgelbst. Nach 
verschiedenen Zeiten wurden dem Reaktionsgemisch Proben von 
50 \il entnommen, die dem Inhalt einer Kunststof fkuvette von 
1 ml, die mittels eines Thermostaten auf 37° C temperiert 
wurde und 900 \il TBSE und 50 \il des chromogenen Substrats 
S 2233 (5 mM) enthielt, hinzugefugt wurden. Aus der 
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Bctinktioneanderung bei 405 nm, mit einem Kbntron 
Spektrometer Uvikon 810 gemeesen, wurde die Menge Thrombin in 
dem Reaktipnsgemisch unter Verwendung einer Eichkurve, die 
aus den bekannten Mengen gereinigten Rinder thrombins erstellt 
worden war, berechnet. Der Prozentsatz der von VAC 
verursachten Inhibition wurde folgendermaQen definiert: 

a 

# Inhibition (1- -) x 100& 

b 

worin "a" die Geschwindigkeit der Thrombinbildung in Abwe- 

senheit von VAC in nM II/Min. und "b" die Geechwindigkeit 

a 

der Thrombinbildung in Abwesenheit von VAC in nM II a /Min. 
ist. 

Proteine 

Die von Vitamin K abhangigen Paktoren Prothrombin und 

Faktor X wurden durch die Reinigung des zitrierten 
a 

Rinderplasmas erhalten (vgl. Stenflo J.; J- Biol. Chan. 251 
355-363 (1 976) ) . Nach der Bariumzitrat-Adsorption und 
ELution, Praktionierung mit Anmoniumsulf at und DEAE -Sephadex- 
Chromatographie gab es zwei Pr oteinf raktionen, die eine 
Prothrombin/ Paktor IX Mischung, beziehungsweise Ikktor X 
enthielten. Paktor X wurde nach der Methode von Fujikawa et 
al., Biochemistry, U, 4882-4891 0 972) erhalten und unter 
Anwendung von RVV-X (ftijikawa et al., Biochemistry, 11 , 
4892-4899 (1972)) aktiviert. Prothrombin wurde von Ikktor IX 
durch eine Heparin- Agar ose-Aff initatschromatographie 
(Fujikawa et al., Biochemistry, 1_2, 4938-4945)) abgetrennt. 
Die Prothrombin enthaltenden Praktionen aus der Heparin-Aga- 
rose-SLule wurden vereinigt und weiter nach der Methode von 
Owens et al., J. Biol. Chem . 249 , 594-605 (1974)) gereinigt. 
Die Konzentrationen von Prothrombin und Paktor X wurden 

cl 

nach der Methode von Itosing et al . , J. Biol. Chem. 255, 
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274-283 0980) bestimmt. BTP wurde nach einer Normalmethode 
hergestellt, die von Van Dam-Mieres et al. in M ELood 
coagulation enzymes,. Methods of Ihzymatic Analysis" Verlag 
Chemie GmbH, Weinheim beschrieben ist. Die Proteinkonzen- 
trationen wurden nach lowry et al., J. Biol. Chem. 19J, 265 
(1951 ) bestimmt. 

Herstellung von P hospholipid, Phospholipid-V esikel und 
P hosphpolipid-L iposom 

1, 2-Dioleoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholin (18:1 A / 
18:1 ciQ -PC) und 1 , 2-Dioleoyl- sn-Glycero-3-Phosphoserin 
(18:1 . 0 /l 8:1 .-PS) wurden wie bie Rosing et al . , J. 

CIS CIS 

Biol. Chem. 255, 274-283 0 980) beschrieben hergestellt. 
Gesonderte, aus zwei Schichten bestehende Phospholipid- 
Vesikel aus PC und PS wurden unter Anwendung von ULtraschall 
hergestellt, wie es bei Rosing et al-, J. Biol. Chem. 225 , 
274-283 (1980) beschrieben ist. ELne Vorratslb sung aus 
Phosphpolipid-Liposomen wurde durch LSsen der erforderlichen 
Menge an Hiospholipid in Chloroform hergestellt. Das 
Chloroform wurde mittels Stickstoff verdampft. Das 
zuriickbleibende Hiospholipid wurde in 5# Glycerol 
enthaltendem TBS suspendiert, 3 Minuten vorsichtig mit 
einigen GLasKigelchen gemischt und da'nach 10 Minuten bei 
10.000xg zentrifugiert . Die obenstehende Losung wurde 
verworfen und der Rvickstand vorsichtig erneut in 5# Glycerol 
enthaltendem TBS suspendiert; auf diese Weise erhielt man die 
Hiospholipid- liposome n- Vorratsl5sung. Diese Iaposomen wurden 
bei Raumtemperatur aufbewahrt. Die Phospholipid-Konzen- 
trationen wurden durch die Riosphatanalyse nach Ettcher et 
al., Anal. Chim. Acta, 24_, 203-207 (1 961 ) bestimmt. 

SDS-PAGE 

Die Gel-Elektrophorese auf Platten in Gegenwart von SDS wurde 
nach der von Laemmli,jNature, 227 , 680-685 0 970) 
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beschriebenen Methode unter Verwendung eines Gels ausgefiihrt, 
das 10 Gew. % Acrylamid, 0,27 Gew. $£ 

N/J^-Methylen-bieacrylamid und 0, 1 Gew. £SDS enthielt. 5 
Gew.£ fl -Mercaptoethanol war in Gelproben mit reduzierten 
Disulfidbriicken vorhanden. Die Gele vurden folgendermaflen 
gefarbt: 

1. ) mit 0, 25 Gew. % Coomassie Blue Rr250 in 50 Gew. ^Ethanol 

und 15 Gew.J* EssigsSure und entfarbt in 10 Gew.# 
Ethanol und 10 Gew. % Essigsaure, 

2. ) mit Sbhif f schem Reagenz, hergestellt aue dem basischen 

Puchsin (Merck) nach der Methode von Segrest et al M 
beschrieben in "Methods in Bizymology" f Vol.2 8, 54-63 
(1972) hergestellt pder 
30 mit Silber vie von Merril et al . in Electrophoresis, 
3, 17-23 (1982) beschrieben. 

E lektrof okussierung 

Die isoelektrischen pH-Bestimmungen von Proteinen wurden mit 
den fertigen Diinnschicht-Iblyacrylamidgelen, die Amfolin 
Trager-Ampholyte enthalten (PAG-Platten t 1KB) bei einem pH in 
dem Bereich von 3,5-9,5 nach Aileitung des Berstellers 
ausgefxihrt. Der pH-Gradient in dem Gel wurde sofort nach der 
ELektrofokussierung durch Abschneiden eines Streifens vori dem 
Gel entlang einer Linie zwischen der Anode und der Kathode 
bestimmt. Die ELektrolyten wurden aus jedem Streifen mit 
destilliertem Wasser eluiert und der pH-Wert des Wassers mit 
einer kombinierten GLaselektrode gemessen. 

G lutaminsaurebestimmun g 

Die Gla-Bestimmung wurde mit Hilfe der HPLC an einer 
"Kucleosil 5SB"-3iule (CHROMPACK) nach der Methode von Kuwada 
et al., Anal. Biochem- 131, 173-179 (1983) ausgefdhrt. 
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Bel spiel II 

Die Kupplung von Phospholipiden an Spherocil 

Die erf orderli chen Phospholiplde wurden in Chloroform gelost und 
dem Saulenmaterial Spherocil (Firma Rhone-Poulenc) in einem Verhaltnis 
von 5 mg Phospholipid pro Gramm Spherocil hi nzugefugt. Das Chloroform 
wurde mit.Np-Gas verdampft und das trockene Spherocilphospholipid 
anschlieBend mit dem Puffer gewaschen, worin VAC suspendiert worden 
war. VAC bindet an Spherocil -Phospholipid in Gegenwart von Ca ++ 
und/oder Mn t wenn ein Teil der Phospholipide negativ geladen 
ist. 



Bei spiel III 

Es wurde 50 pi zitriertes/Plattchen-freies Plasma gemischt mit 
200 pi Puffer (25 mM Tris/HCl pH 7,5, 100 mM NaCl), in dem Kaolin 
(artifizielle Oberflache, die die wesentliche Gerinnung katalysiert, 
in diesem Falle gemahlenes Glas), Inositin (Phospholipid-Quelle) 
und VAC vorhanden waren. Dieses Gemisch wurde 3 Minuten bei 37°C 
inkubiert, wonach 250 pi Ca ++ -Puffer (200 mM Tris/HCl pH 7,5, 
80 mM NaCl, 20mM CaCl 2 ) hinzugefiigt wurden. Die Gerinnungszeit 
wurde wie in Beispiel I gemessen. 
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Tabelle A 



Zusammenfassung der Reinigung von VAC aus Intiroa der Rinderaorten ; 



a b 

Reinigungsstufe Protein VAC 

tng Ein- 

heiten 



Spezifische Ausbeute Reini-; 
Aktivitiiten % gungs- 
Einheiten/mg 9 rad i 



Obenstehende 
FlUssigkeit mit 
35* (NH 4 ) 2 SO^ 



Prazipitat mit 
90* <NH 4 ) 2 S0 4 



630 



470 



19.500 



19.000 



31,0 



40,4 



100 



97 



1.0 



1.3 



Hydroxy japatit- 206 
Fraktion 



DEAE-Fraktion 

Sephadex G-100 
Fraktion 139 



17.300 



84,0 



35.8 13.900 388 
0.45 -666 1480 



89 



2.7 



71 12.5 
3.4 47.7 



a) Die Menge Protein wurde nach der Methode von Lowry et al. bestimmt 

(Lowry, O.H., Rosebrough N.V., Farr A.L. und Randall R.J. J.Biol. 
Chem. 193 (1951) 265). 

b) Die VAC-Einheiten wurden bestimmt nach dem in Bei spiel 1 be- 
schriebenen Einstufenkoagulationsversuch an einer Reihe Probe- 
verdiinnungen. Jene Verdiinnung, welche die Gerinnungszeit der 
Kontroll probe (65 Sek.) zu 100 Sek. verlangert, enthalt nach 
der Definition eine VAC-Einheit. 
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Tabelle B 



Die Metall-abhSngige 


Bindung von VAC an 


negativ 


geladene 


P hospho lip id-Li po somen 






Ration (10 mM ) 


t c ,Sekunden 
obenstehende 
FiUssigkeit 




c ) 

EDTA ' 


Kontroll 

(keine Liposome •) 


180 




N.D"- d ) 1 


Konttoll(kein Ration) 


174 




64,8 


CaCI 2 


64,2 




134 


MgCl 2 


165 




N.D. 


MnCl 2 


65 f 1 




N.D. 



a) Die Gerinnungszeiten t wurden nach dem in Bei spiel I beschriebe- 
nen Einstufenkoagulationsversuch bestimmt. 

b) 50 pi der Vorratslosung von Phospholipid-liposom (PS/PC; 50/50 
mol/mp: 1 mM), 50 pi VAC (250 pg/ml, S.A. = 700 Einheiten/mg) 
und 100 pi TBS, das 5% Glycerol und das aufgegebene Kation 
enthielt, pH 7,5, wurden bei Zimmertemperatur vermischt und 

15 Minuten bei 15.000xg zentrifugiert, 25 pi der obenstehenden, 
erhaltenen FiUssigkeit wurde mit TBS bis 175 pi verdiinnt und 
dann nach dem Einstufenkoagulationsversuch gepruft. Die Restmenge 
der obenstehenden FiUssigkeit wurde mit SDS-PAGE analysiert 
(Figur 4). 

c) Das erhaltene Liposom-Prazipitat wurde aufs neue suspendiert 
in 150 pi 5% Glycerol enthaltendes TBS und 10 mM EDTA, pH 7,5. 
Die Suspension wurde wahrend 15 Minuten bei 15.000 xg zentrifu- 
giert. Die VAOAktivitat der obenstehenden FiUssigkeit wurde 
wie unter b) beschrieben, analysiert. 

d) N.D. = nicht bestimmt. 
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Tabelle C 



Der Effekt von VAC auf die aroidoly t ische AktivitSt von 

Faktor X und Faktor II . 

a a 



X 

a 

X f AT-III 

a . 

X , Heparin 
a 

X 

a 
II 



X a , Heparin, AT-II1 



a 

II t AT-III 

a 

II a , Heparin 

II a , Heparin, AT-III 



A.„ c /Min.l0 3 a 
' VAC 



110,5 


110.5 


80.0 


81.5 


110.5 


109.0 


47.5 


N.D. b 


7.5 


7.5 


5.4 


5.6 


7.5 


7.1 


0.56 


N.D 



a) Die amidolytische Aktivitat wurde wie folgt geraessen: 

Faktor X oder Faktor II wurde rait den erwahnten Mitteln in 
TBSA verdiinnt. Das Reaktionsgemisch wurde mit einem mit Teflon 
uberzogenen RUhrer in einer Kunststoffkuvette, die mit Hilfe 
eines Thermostaten auf 37°C temperiert wurde, geriihrt. Nach 
10 Minuten wurde eine Probe von 100 pi (X fl ) oder 50 pi (II a ) 
aus der KUvette genommen. Diese Probe wurde in eine andere , 
mit Hilfe eines Thermostaten auf 37°C temperierte Kunststoff- 
kuvette gebracht, welche 800 pi TBSE und 100 
pi S 2337 (2mM) beziehungsweise 900 pi S 2338 (5 mM) enthielt. 
Die Absorptionsanderung bei 405 nM wurde mit einem Kontron 
Spectrophotometer Uvikon 810 gemessen, das mit Hilfe eines 
Thermostaten auf 37°C temperiert wurde. 
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Die Endkonzentrationen der verschiedenen Mittel in den Reaktions- 
gemischen waren wie folgt: 18,7 nM Faktor X fl ; 1,5 nM Faktor 
II a ; 18,7 nM AT-III; 1 Einheit/ml Heparin und 10,7 pg/inl VAC 
. (S.A. 1300 Einheiten/mg). 

b) N.D. = nicht bestiirant. 



Bei spiel IV 
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Oas durch Venenpunktion gesammelte menschliche Blut wurde in einer 
Trinatriumzitratlosung (Endkonzentration etwa 13 mM Zitrat) gesammelt 
und 10 Minuten bei 2.000xg und Raumtemperatur zintrifugiert. Das so 
erhaltene Plasma wiirde erneut 15 Minuten bei lO.OQOxg zintrifugiert, 
urn blutplattchenfreies Plasma (PFP) zu erhalten. Als Standard dienendes 
PFP wurde durch Mischen von Plasma verschiedener gesunder Spender be- 
reitet. 

Menschliche Nabelschnure wurden 15 Minuten nach der Geburt erhalten. 
Die Arterien wurden sofort mit eiskaltem TBS-Puffer gespult, danach 
von dem "Jelly von Warton" (Warton'sche Gel) freiprgpariert und in 
TBS unter Verwendung eines Homogenisators des Typs Braun MX32 homogeni- 
siert. Ein 10% Homogenisat (w/v) wurde anschlieBend fraktioniert. 

Die Fraktionierung des Uberstandes des bei 10.000 xg zentrifugierten 
Homogenates mit Sephadex G-100 ergab ein reproduzierbares spezifisches 
Elutionsprofil (siehe Fig. 7). 

Die Fraktionen, die das Gerinnungssystem bei der Messung in dem MPTT 
beeinflussen, sind in Fig. 7 dargestellt. Eine Prokoagulansaktivitat 
eluierte mit dem Vorlauf. Diese Aktivitat kann im MPTT nur in Gegenwart 
des Faktors VII nachgewiesen werden durch Versuche, bei denen menschliches 
Kongenitalfaktor-VII-defizientes Plasma verwendet wurde. Demzufolge 
muB dieser Prokoagulant als Gewebe-Thromboplastin betrachtet werden. 

Bestimmte Fraktionen hatten eine ausgepragte Antigerinnungsaktivitat. 
Diese Fraktionen wurden vereinigt und durch DEAE-Sephacel-Chromatographie 
weiter gereinigt (Figur 8A). Das Antikoagulant hatte sich an dem DEAE- 
Sephacel bei einer Salzkonzentration von 50 mM NaCl und 50 mM Tris/HCl 
pH 7,9 gebunden. Die Elution der Aktivitat mit einem linearen NaCl- 
Gradient bei pH 7,9 wurde mit 150-160 mM NaCl durchgefuhrt. Die DEAE- 
Fraktionen, die die Antikoagulansaktivitat enthielten, wurden vereinigt 
und einer Gelfiltration mit Sephadex G-75 unterzogen. Die Saule (1,5 
x 50 cm) wurde mit TBS aquilibriert. Die Aktivitat trat in den Fraktionen 
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mit einem Molekulargewicht von 30.000-60.000 Dal ton auf. Der MPTT wurde 
als quantitativer Assay zur Bestimmung der Menge an Antikoagulant-Aktivi- 
tat verwendet (Figur 9). Eine Einheit Antikoagulant-Aktivitat wurde 
definiert als die Menge, die die Gerinnungszeit im MPTT, bei Verwendung 
von HTP als Ausloser der Gerinnung (Endkonzentration 95 pg Protein/ml) 
von dem Kontrollwert von 65 sec. auf 100 sec. verlangert. Mit Hilfe 
diesfes Assays wurde errechnet, daB aus 10 g nassem, arteriellem Gewebe 
etwa 2 mg Protein mit annahernd 1200 Einheiten Antikoagulant-Aktivitat 
erhalten wurde. 

Modifizierter Prothrombin-Zeit-Versuch (MPTT) 

Der modifizierte Prothrombin-Zeit-Versuch (MPTT) wurde folgendermaBen 

durchgeftihrt. In einer KUvette aus silikonisiertem Glas wurden 50 pi 

PFP bei einer Temperatur von 37°C mit 150 pi TBS, 25 pi einer Norm 

HTP-Verdiinnung und 25 pi TBS (Kontrolle) oder mit 25 pi einer Fraktion 

des homogenisierten Arterienmaterials geruhrt. Nach einer Inkubation 

2+ 

von 3 Minuten wurde die Gerinnung durch HinzufUgung von 250 pi Ca -Puffer 

(80 mM NaCl, 20 mM CaCl 2 und 10 mM Tris/HCl pH 7,9) ausgelost. Die 

Fibrinbildung wurde mittels einer 'Payton Dual Aggregation Module' 

(13) registriert. Wurde in dem MPTT zur Auslosung der Gerinnung der 

Faktor X benutzt, wurde HTP weggelassen und 25 pi gereinigter Faktor 

2++ 

zusammen mit der Menge von 250 pi Ca -Puffer zum verdiinnten PFP gegeben. 
Modifizierter Thrombin-Zeit-Versuch (MTT) 

Der modifizierte Thrombin-Zeit-Versuch (MTT) wurde auf die gleiche 
Weise ausgefuhrt wie oben beschrieben, mit dem Unterschied, daB das 
X a -Praparat durch 25 pi gereinigtes Thrombin ersetzt wurde. 
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Proteine 

Protease Typ I und Trypsin (EC 3.4.2.1.4) stammten von Sigma. HTP Wurde 

nach der von Van Dam-Mieras et al. < 14) beschriebenen Methode aus Menschen- 

gehirnen hergestellt. Faktor X a , Prothrombin und Thrombin' wurden aus 

a 

zitriertem Rinderblut wie bei Rosing et al. (2) beschrieben, gereinigt. 

Faktor V wurde nach der bei Lindhout et al. (13) beschriebenen Methode 

aus Rinderblut erhalten. Faktor V a erhielt man durch Inkubation des 

a 

Faktors V mit Thrombin (15). Die Prothrombin-Konzentration wurde berechnet 

aus M = 72.000 und A'* = 15,5 (16); die Faktor V-Konzentration wurde 
r /oO iof 

berechnet aus M p 330.000 und A^* Q = 9,6 (17). Faktor X a ~ und Thrombi n-Kon- 
zentrationen wurden durch Titration der aktiven Stellen (2) bestimmt. 
Die ubrigen Proteinkonzentrationen wurden bestimmt, wie bei Lowry et 
al. (18) beschrieben. 

Herstellung von Phospholipiden und Phospholipid-Vesikel 

O^Gro-JP-Cho und Ole^Gro-P-Ser wurden nach der Methode von Rosing 
et al. (2) hergestellt. Durch Ultraschall wurden einzelne Doppelschicht- 
Vesikel aus 01e 2 Gro-^-Ser/01e 2 Gro-P-Cho (Mol verhaltnis 20 : 80) herge- 
stellt (2). 

Die Phospholipidkonzentrationen wurden durch Phosphat-Analyse nach 
Bottcher et aK (19) bestimmt. 

Messung der Prothrombin-Aktivierung 

Der Zeitverlauf der Prothrombin-Aktivierung wurde mit verschiedenen 
Konzentrationen des Antigerinnungsmittels untersucht. Die Gemische 
von (X a , Ca 2+ ), (X . Phospholipid, Ca 2+ ) Oder (X. V . Phospholipid, 

n , da da 

Ca ) wurden mit verschiedenen Mengen des Antigerinnungsmittels bei 
37°C in 50 mM Tris/HCl, 175 mM NaCl, 0,5 mg/ml Human-Serum-Albumin 
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bei einem pH-Wert von 7,9 geruhrt. Nach 3 Minuten wurde die Reaktion 
durch Hinzufiigung von Prothrombin ausgelost. Proben von 25 pi wurden 
in verschiedenen zeitlichen Abstanden in eine Kiivette eingebracht (auf 
37°C thermostatisiert), die TBS, 2 mM EDTA und 0,23 mM S2238 enthielt 
(das Gesamtvolumen betrug schlieBlich 1 ml), Aus der Absorptionsanderung 
bei 405 nm, gemessen mit einem Kontron Spectrophotometer Uvikon 810, 
und einer Messkurve, die anhand bekannter Mengen gereinigten Thrombins 
erstellt worden war, wurde die Menge des gebildeten Thrombins bei verschie- 
denen Antigerinnungsmittelkonzentrationen berechnet. Das Phospholipid 
wurde als Vesikel aus 01e 2 Gro-P-Ser und 01e 2 Grq-P-Cho mit einem Mol- 
verhaltnis von 20:80 hinzugefiigt. 

Charakterisierung 

Verschiedene Fraktionen der Chromatographie iiber G-75 wurden im MPTT 
gepruft und mit SDS-PAGE analysiert. Die Ergebnisse (siehe Figur 10) 
deuten an, daS das Antigerinnungsmittel ein Molekulargewicht von etwa 
32.000 besitzt. Die Beziehung zwischen der Antikoagulanzaktivitat und 
der 32K-Bande wurden bestatigt, indem das Polyacrylamidgel geschnitten 
wurde und die Proteine anschlieBend aus dem Streifen mit TBS, das 0,5 
mg/ml Rinderserum-Albumin enthielt, eluiert wurden. Eine Antikoagulant- 
Aktivitat ist nur in dem Streifen vorhanden, der der 32K-Bande zuzuordnen 
ist. AuBerdem ergab sich, daB diese Aktivitat bei 56°C thermolabil 
ist und eine ahnliche Dosis/Wirkung im MPTT aufweist, wie das Ausgangs- 
material. Die G-75 Fraktionen, die die hochsten Antigerinnungsaktivi- 
taten zeigten, wurden vereinigt und fur die weitere Kennzeichnung des 
Antigerinnungsmittel s verwendet. Die Inkubation des Antigerinnungsmittels 
bei 56°C ergibt eine rasche Erniedrigung der Aktivitat bis nach 2 
Minuten keine Aktivitat mehr gemessen werden kann (siehe Fig 16). Das 
Antigerinnungsmittel verliert seine Aktivitat vollstandig innerhalb 
von 2 Stunden bei der Inkubation bei 37°C mit Protease Typ I, wahrend 
Trypsin das Antigerinnungsmittel innerhalb einer Inkubationsperiode 
von 3 Stunden kaum inaktiviert (siehe Fig. 11). Die bei diesen Versuchen 
benutzte Konzentration an Protease Typ I und Trypsin inaktiviert 2,5 
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nM Thrombin innerhalb von 15 Minuten. Die Mengen an Protease Typ I 
und Trypsin, die von den Reaktionsgemischen in dem MPTT iibertragen 
wurde, zeigen keinen EinfluB auf die Kontrollgerinnungszeit. 

Der MPPT wird sowohl in Gegenwart des Antigerinnungsmittels (siehe 

Fig. 12) als auch bei der Aktivierung rait HTP und bei der Auslosung 

i 

rait dem Faktor X verlangert. Eine von Thrombin induzierte Gerinnung 
a 

wird jedoch nicht gehemmt. 

Auf Grund dieser Erfahrungen wurde der Effekt des Antigerinnungsmittels 

auf die Umsetzung von Prothrombin in Thrombin durch Faktor X fl , Faktor 

V , Phospholipid und Ca Z+ untersucht. Unter den genannten experimen- 
a 

tell en Bedingungen wird die Thrombi nbil dung auf eine Dosis-abhangige 

Weise durch das Antigerinnungsmittel (siehe Fig. 13A) gehemmt. Die 

2+ 

Aktivierung des Prothrombins durch Faktor X & , Phospholipid und Ca 
in Abwesenheit des Faktors V a kann gleichfalls durch das 

a 

Antigerinnungsmittel gehemmt werden (siehe Fig. 13B). Diese Inhibition 
wird jedoch nicht beobachtet, wenn die Aktivierung in Abwesenheit von 
Phospholipid erfolgt (siehe Fig. 13C). 



BEISPIEL V 

Polyklonale Antikorper gegen VAC 

Polyklonale Antikorper gegen Rinder VAC wurden in Kaninchen stimuliert. 
Rinder VAC, nach der oben beschriebenen Methode gereinigt, wurde mit 
gleichen Anteilen an komplettem Freud'schem Adjuvanz gemischt. Die 
Mischung wurde dem Kaninchen subcutan injiziert. Nach 4 Wochen erfolgte 
eine Auffrischung, indem dem Kaninchen erneut gereinigtes Rinder VAC 
s.c. injiziert wurde. Diese Booster-Injektion wurde zweimal im Abstand 
von 2 Wochen wiederholt. 10 Tage nach der letzten Booster-Injektion 
wurde dem Kaninchen Blut entnoimien und das Blut zur Gerinnung gebracht 
um Serum zu erhalten. 
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Immunoglobuline (Ig) wurden aus dem Serum nach dem folgenden Schema 
isoliert. 

a) Das Serum wurde 30 Minuten auf 56°C erhitzt. 

b) AnschlieBend wurde das Serum auf DEAE-Sephacel aufgetragen, 
das mit 50 mM TRIS, 100 mM NaCl, pH 8,2 aquilibriert worden 
war. 

c) Das nicht-gebundene Protein wird mit (NH^SO^ bei 50 S&iger 
Sattigung mit (NH^SO^ prazipitiert. 

d) Die prazipitierten Proteine wurden durch Zentrifugieren 
pelletiert, das Pellet wird resuspendiert in 50 mM Tris, 
100 mM NaCl pH 7.9 und ausgiebig gegen den gleichen Puffer 
dialysiert. 

e) Die erhaltene Proteinmischung enthalt das Ig. 

Aus Rinder-Aorta, Rinder-Lunge, Ratten- und Pferde-Aorta und menschlichen 
Nabelschnurarterien wurden Proteinfraktionen nach den beschriebenen 
Verfahren isoliert, die VAC-Aktivitat zeigen. Die Proteine wurden auf 
einem Polyacrylamidgel in Gegenwart von Dodecylsulfat und unter nicht- 
reduzierenden Bedingungen durch Elektrophorese getrennt. Nach Beendigung 
der Elektrophorese wurden die Proteine von dem Gel auf Nitrozellulose 
Streifen, wie bei Towbin et al . (21) beschrieben, Ubertragen. Die Streifen 
wurden mit dem Anti-VAC-Ig inkubiert und nach intensivem Waschen mit 
Ziegen, Anti-Kaninchen-Ig, an dem Meerrettichperoxidase gekuppelt ist, 
inkubiert. Diese wird mit Diamin-benzidin-tetrahydrochlorid, ein Substrat 
fur die Proxidase, sichtbar gemacht. Nach Beendigung des beschriebenen 
Verfahrens zeigte ein braunes Band auf dem Nitrozellulosestreifen die 
Gegenwart eines Ziegen-Kaninchen Ig's an. AuGerdem waren Anti-VAC-Ig 
und Proteine, an die die Anti-VAC-Ig binden, auf diesem Fleck vorhanden. 
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Immunoblots der Proteine mit VAC-Aktivitat, isoliert aus Rinder-Aorta, 
Rinder-Lunge, Ratten- und Pferde-Aorta und menschlichen Nabelschnur- 
arterien sind in Figur 14 dargestellt. 

Diese Ergebnisse zeigen folgendes: Bei Anwendung des beschriebenen 
Isolierungsschemas kann eine Protein-Fraktion mit VAC-Aktivitat aus 
Rinder-Aorten, Rinder-Lungen, Ratten- und Pferde-Aorten und menschlichen 
NabeTschnurarterien erhalten werden. Weiterhin: die isolierten Protein- 
fraktionen mit Vac-Aktivitat enthalten Proteine mit Molekulargewichten 
von £ 32.000, +_ 34.000 und £70.000, die mit Anti-VAC-Ig, das gegen 
gereinigtes Rinder VAC in Kaninchen stimuliert worden war, reagieren. 

Bei spiel VI 

Reinigungsschritt fair VAC unter Verwendung groSvolumiger Phospholipid 
Vesikel 

GroBvolumige Phospholipid-Vesikel (LVV), zusammengesetzt aus 1 ,2-Dioleoyl- 
sn-glycero-3-phosphoserin (PS) und 1 ,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin 
(PC) wurden wie bei P. van de Waart et al . (20) beschrieben,hergestellt. 
Fur den Reinigungsschritt wurden LVV, enthaltend P^C (Molverhaltnis 
20:80) verwendet. Doch sind auch andere Molverhaltnisse zu verwenden, 

mit der Einschrankung, daB negativ geladene Phospholipide vorhanden 
sein miissen. Ebenso kann die Kettenlange der Fettsauren in den Phospholi- 
piden variiert werden. 

Verfahren: 

LVV, + 1 mM Phospholipid in 50 mM Tris/HCl, 100 mM NaCl, pH 7.9, wurden 
mit einem gleichen Volumen einer Proteinfraktion, die VAC-Aktivitat 
enthalt, vermischt. Die Proteine sind in 50 mM Tris/HCl, 100 mM NaCl, 
10 mM CaClg, pH 7,9 gelost. Die Mischung wird 5 Minuten bei Raumtemperatur 
gehalten. AnschlieBend wird die Mischung 30 Minuten bei 20.000xg zentri- 
fugiert. Das Pellet wird resuspendiert in 50 mM Tris/HCl, 100 mM NaCl, 
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10 mM CaC1 2 , pH 7,9 und erneut zentrifuglert. Das erhaltene Pellet 
wird anschlieBend in 50 mM Tr1s/HCl, 100 mM NaCl, 10 mM Ethyl end! ami n- 
tetraessigsfiure (EOTA), pH 7,9, resuspendiert und wleder zentrlfuglert. 
Der erhaltene Uberstand enthSlt die VAC-Aktivita't. Die oben beschriebene 
Methode ist ein effizienter Reinigungsschritt bei dem Verfahren, gereinig 
tes VAC zu erhalten. 
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Flgurbeschreibung 

Figur 1 Gelfiltration von VAC auf Sephadex G-100. 

Die SSule (3 x 80 cm) wurde mit einer Druckhohe von 60 cm 
hergestellt und mit 500 mM NaCl und 20 mM Tris/HCl f pH 7,5 aequili- 
briert. Die VAC enthaltende Fraktion, erhalten nach der DEAE-Chromato- 
graphie, wurde bis 2 ml konzentriert und dariach auf das Sephadex 
6-100 gefuhrt. Die Druckhohe von 60 cm wurde auf rechterhalten . 
Das leere Volumen war 245 ml (Fraktion 70). Hiernach wurden die 
Fraktionen von 2 ml gesammelt. Die Fraktionen wurden dialysiert 
gegen 10% Glycerol enthaltendes TBS, wonach sie nach dem Einstufen- 
koagulationsversuch auf die VAC-AktivitSt gepriift wurden, wie 
beschrieben in Bei spiel I. Die Gerinnungszeiten wurden bei Verdun- 
nungen von 1:10 der G-100 Fraktionen mit TBS erhalten. Die Gerinnungs- 
zeit in Abwesenheit von VAC war 65 Sekunden. 

Figur 2 Analytische SDS-PAGE von VAC. 

SDS-PAGE mit.Gelen, welche 10 Gew.% Acrylamid, 0,27 Gew.% 
N,N^-Methylenbisacrylandd und 0,1% SDS enthalten, wurde nach Laemli 
ausgefUhrt (Laemli, U.K. (1970) Nature 227, 680-685). Die Bedeutung 
der Zahlen auf der x-Achse ist wie folgt: 

1) Materialien mit Normmolekulargewicht, bei denen die Disulfid- 
bindungen reduziert sind, 

2) 25 pg reduzierter VAC, 

3) 25 pg nicht-reduzierter VAC. 
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Das Gel wurde gefSrbt m1t Coomassie Blue und auf die 1n Beispiel I 
beschrlebene Welse entffirbt 

Figur 3 Die Bestimmung des Isoelektrischen pH von VAC. 

Die Elektrofokussierung wurde tint PAG-Platten in dem pH-Bereich 
von 3,5-9,5 (vergleiche Beispiel I) ausgeflihrt. 200 pg menschliches 

und t 20 pg VAC wurden auf das Gel gebracht, nachdem der pH- 
Gradient in dem Gel gebildet war. Menschliches H fa diente als Referenz 
mit dem bekannten isoelektrischen Punkt bei pH 6,8, Bevor das 
Gel der Farbung mit Coomassie Blue ausgesetzt wurde, wurde das 
Gel wahrend 30 Minuten mit 0,7 M Trichloressigsaure fixiert. 

Figur 4 Die Analyse der Bindung von VAC an negativ geladenen 
Phospholipid-Liposomen mit SDS-PAGE 

SDS-PAGE wurde nach Laemli ausgefuhrt (Laemli, U.K. (1970) 
Nature 227, 680-685) auf den gleichen Plattchen wie bei der Figur 
2 beschrieben. Die analysierten Proben wurden aus den Bindungs- 
experimenten erhalten, wie in der Erlauterung bei Tabelle B erwahnt. 
Die Bedeutung der Zahlen auf der x-Achse ist wie folgt: 

1) Materialien mit Norm-Molekulargewicht, bei denen die Disulfidbin- 
dungen reduziert sind, 

2) obenstehende Flussigkeit, erhalten nach dem Zentrifugieren 
eines VAC-Praparates in Abwesenheit von Liposomen, 

3) obenstehende Flussigkeit, erhalten nach dem Zentrifugieren 
von VAC in Gegenwart von Liposomen, 

4) obenstehende Flussigkeit, erhalten nach dem Zentrifugieren 
von VAC in Gegenwart von Liposomen und Ca ++ und 

5) obenstehende Flussigkeit, erhalten nach dem Zentrifugieren 

des Liposom-Prazipitats von 4), das aufs neue suspendiert wurde 
in 10 mM EDTA enthaltendem TBS. 
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Figur 5 . Der Effekt der Konzentration von VAC auf die Inhibition 
(%) der Thrombi n-Bil dung 

Die erwahnten Konzentrationen von VAC sind die endgiiltig 
in den Versuchssystemen vorhandenen Konzentrationen. Die Thrombin- 
Bildung wurde gemessen bei l pM Prothrombins 10 nM Faktor X fl 
und 0,5 M {a- + ) Oder 5H( ) Phospholopid-Membran (PC/PS; 

4:1, Mol/Mol) in 10 mM CaCl 2 enthaltendem TBSA. Das Reaktionsgemisch 
wurde mit den erwahnten Mengen VAC (S.A. 1300 Einheiten/mg) wahrend 
3 Hinuten bei 37 °C ohne Prothrombin geriihrt. Durch die Hinzufiigung 
von Prothrombin zu dem Gemisch wurde wie in Beispiel I die Thrombin- 
Bildung ausgelost, bei der die Geschwindigkeit gemessen wurde. 
Die Geschwindigkeit der Thrombi n-Bil dung in Abwesenheit von VAC 
betrug 3,3 nM H /Min. (J— -a ) beziehungsweise 10,9 nM II /Min. 

a a 

( ). 

Figur 6 Der Effekt der Phospholipidkonzentration auf die Inhibition 
(%) der Thrombi n-Bildung durch VAC. 

Die Thrombi n-Bil dung wurde gemessen bei 1 pM Prothrombine, 

10 nM Faktor X . 10,7 pg/ml VAC (S.A. 1300 Einheiten/mg) und ver- 
a 

schiedenen Konzentrationen Phospholipid-Membran (PC/PS; 4:1, Mol/Mol) 

in TBSA. Faktor X . VAC und Phospholipid wurden 3 Minuten bei 
a 

37°C in TBSA geriihrt. Die Thrombi n-Bil dung wurde ausgelost durch 
die Hinzufiigung von Prothrombin zu dem Reaktionsgemisch. Die Ge- 
schwindigkeit der Thrombi n-Bil dung wurde gemessen, wie in Beispiel I 
beschrieben. Der Prozentsatz der Inhibition der Thrombi n-Bil dung 
( * — + ) wurde fur jede Phospholipidkonzentration mit der ent- 
sprechenden Geschwindigkeit der Thrombi n-Bil dung bei Abwesenheit 
von VAC (4 — * ) gemessen. 
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Fig. 7. Gel-Filtration eines IQ.OOOxg Uberstandes von einem Nabelschnur - 
arterien-Homogenat auf Sephadex G-100 

2 ml eines 10,000 x g Uberstandes wurden auf eine Sephadex 
G-100 SSule (1.5 x 80 cm), die mit TBS pre-aquilibriert war, 
aufgetragen. Die Saule wurde mit TBS eluiert. 
. Aliquote der erhaltenen Fraktionen wurden im MPTT getestet. 
Bestimmte Fraktionen (GE3) zeigen eine Prokoagulant-Aktivitat 
und losten die Gerinnung im MPTT aus, ohne Zugabe von HTP, 
Factor X fl oder Thrombin. Andere Fraktionen ) verlangern 

die Gerinnungszeit im MPTT bei Verwendung von HTP als Ausloser 
der Gerinnung. Diese Fraktionen wurden gesammelt und weiterfraktio- 
niert. 



Fig. 8. Chromatographie de s Antikoagulanten auf DEAE-Sephacel (A) und 
Sephadex 6-75 (B) 

Der Pool von der Sephadex G-100 Saule, den Antikoagulant enthal- 
tend, wurde auf DEAE-Sephacel gebracht. Elution wurde mit 200 
ml eines linearen Gradienten von 50 mM - 300 mM NaCl ( — ) 
vorgenommen. Fraktionen (4 ml) wurden gesammelt und auf ^qq 
( — ) und Antikoagulant-Aktivitat im MPTT unter Verwendung 
von HTP (Endkonzentration 95 pg Protein) ml) als Starter fiir 
die Gerinnung ( • ) uberpruft. Die Fraktionen mit Antikoagu- 
lant-Aktivitat wurden gesammelt, konzentriert und anschlieBend 
auf Sephadex G-75 (B) gebracht. 2 ml Fraktionen wurden gesammelt 
und auf A 28Q { — ) und Antikoagulant-Aktivitat (* ) uberpruft. 
kennzeichnet das Leervolumen der Saule. 
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Fi 9' 9 Dos1s-AbhSng1gke1t des Antlkoagulanten 1m MPTT 



Varllerende Mengen an Antlkoagulant wurden dem MPTT zugesetzt. 
(Coagulation wurde durch HTP ausgelbst (Endkonzentration 95 pg 
Protein/ml ). Die Kontroll-Gerinnungszelt war 65 Sekunden. 

F1g - 10 Ge^-Elektroph orese verschledener Fraktionen des 6-75-E1uates 

Eine bestimmte Menge an verschledenen Fraktionen des G-75-Eluates 
. wurde, wie beschrieben, einer Gel-Elektrophorese unterzogen. 
Die Gele wurden wie bei Merril et al. (12) beschrieben, rait 
Silber angefarbt (12). Spalte 1: reduzierte niedrig-molekulare 
Standards; Spalten 2 - 6: unreduzierte Aliquote von G-75-Fraktionen 
mit den Nummern 35, 39, 41, 43 und 50. 

Fi9J1 Effekt P"*«>Wscher Enzyme auf die Aktivitat des Antlkoagulante n 
Das Antlkoagulant wurde bei 37°C mit Protease Typ I (*, End- 
konzentration 0,11 Einheiten/ml), Trypsin U, Endkonzentration 
88 BAEE Einheiten/ml) und ohne proteolytische Enzyme («) inkubiert. 
Zu angegebenen Zeiten wurden 5 pi, 6 pg Antikoagulant-Protein 
enthaltend, aus der Reaktionsmischung entnommen und dem MPTT 
zugegeben. Die Gerinnung wurde mit HTP ausgelost (Endkonzentration 
18 Protein pg/ml). Kontrollgerinnungszeit betrug 110 sec. Die 
angegebenen Einheiten f(ir die proteolytischen Enzyme sind aus 
Angaben der Hersteller abgeleitet. 

Fl " 9 ' 12 Effekt des Oscular Antlkoagulant auf die Gerinnunoszeit 

die im M(P)TT en tweder durch HTP, Fa ktorX oder Thrombin ind uziert 
wurde 

Die Konzentrationen der Gerinnungsstarter (HTP 18 pg Protein/ml 
1,5 nM Faktor X fl oder 0,4 nM Thrombin) wurden so gewahlt, daB 
die Kontrollgerinnungszeit etwa 110 sec. betrug (offene Balken). 
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Bei Verwendung von Faktor X fl wurden Phospholipid Vesikel (End- 
konzentration 10 pM) zusammengesetzt aus 01e 2 Gro-P-Ser/01e 2 Gro-P- 
Cho (Molverhaltnis 20 : 80) der Reaktionsmischung zugesetzt. 
Gerlnnungszeiten, die durch die angegebenen Agentien in Gegenwart 
von 3,5 pg Antikoagul ant-Protein ermittelt wurden, sind als 
schattierte Balken dargestellt. 

Fig. 13 Effekt des Antikoagul anten auf die Prothrombin Aktivierung durch 
_X a , V a> Phospho1ipid, Ca 2 *), (X a > Phospholipid, Ca 2 *) und ( X 3 ,Ca 2+ ) 

Die Reaktionsmischungen enthielten: (A) 1 pM Prothrombin, 0,3 nM 
X fi , 0.6 nM V a , 0,5 pM Phospholipid und 10 mM CaCl 2 mit 12,0 pg/ml 
Antikoagulant ( B )» 4,8 pg/ml Antikoagulant (A ) und kein 
Antikoagulant ( # h (B) 1 pM Prothrombin, 10 nM X fl , 0.5 pM 
Phospholipid und 10 mM CaCl 2 with 2,4 pg/ml Antikoagulant ( B ), 
0,48 pg/ml Antikoagulant (A ) und kein Antikoagulant 
( e ). (C) 1 pM Prothrombin, 75 nM X fi und 10 mM CaCl 2 mit 
120 pg/ml Antikoagulant ( A ) und kein Antikoagulant( # ). 
Zu den angegebenen Zeiten wurden Proben entnommen und das Thrombin 
wie beschrieben bestimmt. 

Fig. 14 Immunoblots 

Die Blots wurden wie oben beschrieben erhalten. 
Spalte 1: Protein Fraktion mit VAC-AktivitSt, isoliert aus Rinder- 
Aorta. 

Spalte 2: Protein Fraktion mit VAC-Aktivitat, isoliert aus Rinder- 
Aorta. 

Spalte 3: Protein Fraktion mit VAC-Aktivitat, isoliert aus Rinder- 
Lunge. 
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Spalte 4: Protein Fraktion tn1t VAC-Akt1v1t8t, 1sol1ert aus mensch- 
11 chen Nabelschnurarterlen. 

Spalte 5: Protein Fraktion mit VAC-Aktivit5t, isollert aus Ratten- 
Aorta. 

Spalte 6: Protein Fraktion mit VAC-Aktivit5t, isoliert aus Pferde- 
Aorta. 



Fig. 15 Die Gelelektrophorese (A) und die Antigerinnungsaktivitat (B) 
der verschiedenen Fraktionen des Eluats aus G-75. 
Bestinmte Mengen der verschiedenen Fraktionen des Eluats aus 
G-75 wurden der Gel-Elektrophorese ausgesetzt, wie in dem Vorstehen- 
den beschrieben worden ist. Die Banden wurden durch Silber nach 
der Methode von Merril C.R.Goldman D., & Van Keuren M.L. (1982) 
Electrophoresis 3, 17-23 angefarbt. Elektrophorese-Bahn 1: Normmate- 
rial mit einem niedrigen Molekulargewicht; Elektrophorese-Bahnen 
2-6: nicht-reduzierte gleiche Mengen der G-75 Fraktionen, bei 
wachsenden Elutionsvolumina. Bestimmte Mengen der G-75 Fraktionen, 
die mit der Gel-Elektrophorese analysiert worden waren, wurden 
in dem MPTT gepriift (siehe vorstehende Beschreibung) unter Anwendung 
von HTP zur Auslosung der Gerinnung. Die Kontrollgerinnungszeit 
ist durch den offenen Balken dargestel It. Die Zahlen unter den 
schraffierten Balken entsprechen den Zahlen der Elektrophoresebahnen 
in Fig. 15A. 

Fig. 16 Die Hitze-Inaktivierung des vaskularen Antigerinnungsmittels 

Das Antigerinnungsmittel wurde bei 56°C inkubiert und nach den 
verschiedenen Inkubationszeiten wurde je eine Probe von 5pl, 
welche 3,6 pg Protein enthielt, entnommen, sofort mit Eis abgeklihlt 
und danach in dem MPTT unter Verwendung von HPT als Koagulationsaus- 
loser gepriift. Die Gerinnungszeit der Kontroll probe war 110 
Sekunden. 
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PAIENI AHSPHOOHE 

1. ELutgerinnungshemmende Proteine, dadurch gekennzeichnet, 
daB sie die Gerinnungsfaktoren nicht inaktivieren. 

2. Hutgerinnungshemmende Proteine nach Anspruch 1, dadurch 

gekennzeichnet, dafi sie nicht die biologische und 

amidolytieche Aktivitat der Faktoren X rt und II hemmen. 

, a a 

3. ELutgerinnungshemmende Proteine nach Anspruch 1, dadurch 

gekennzeichnet, daB sie die durch ein vaskulares Prokoagulanz 

bzw. durch den Paktor X Q induzierte Gerinnung hemmen, jedoch 

a 

nicht die von Hhrombin induzierte Gerinnung. 

4. Blutgerinnungshemmende Proteine nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, dafi sie 

- den modif izierten Prothrombin-Zeit-Versuch und/oder . 

- den modif izierten, aktivierten, partiellen Birombo- 
plastin-Zeit-Versuch und/oder 

- den nicht- modif izierten Pr othrombin-Zeitversuch und/oder 

-die Prothrombin-Aktivierung durch den Gerinnungsfaktor X & 
in Gegenwart von negativ geladenen Phospholipiden und Ca 2+ 
und/oder 

- die intrinsische X-Aktivierung durch den Paktor IX & in 
Gegenwart von negativ geladenen Phospholipiden und Ca 2+ 
und/oder 

- die Prothrombin-Aktivierung von isolierten, stimulierten 
ELutplattchen und/oder 

- die von der GefaB\and induzierte Gerinnung und/oder 
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- die gerinnungsabhSngige ELS/ttchenaggregation hemmen. 

5* Blutgerinnungshemmende Proteine nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet , daS 

- deren hemmende Wirkung von 4er Menge an Phospholipiden 
abhSngt, 

- sie die Phospholipide nicht hydrolisieren und 

- die durch die Proteine induzierte Prothrombi n-Akt ir-vierungs- 

hemmung durch den Paktor X D abhangig ist von der 

a 

ftiospholipidkonzent ration. 

6. Blutgerinnungshemmende Proteine nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet , d aQ 

2+ 2+ 

- sie uber die divalenten Kationen Ca und Mn an 
negativ geladene Hiospholipide, die beispielsweise in 
Vesikeln, Liposomen oder Btherosomen zu finden sind, binden 
und/oder 

2+ 2+ 

- uber die divalenten Kationen Ca und Mn an negativ 
geladene Hiospholipide, die mit Spherocil gekoppelt sind 
binden, 

-die Bindung der Proteine an die negativ geladenen Phospho- 
lipide reversibel ist und dafi 

- sie in der Lage sind, den Paktor X & und die Prothrombine 
von einer negativ geladenen Riospholipidoberf lache zu 
verdrangen. 

7- Blutgerinnungshemmende Proteine nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, daS sie Molekulargewichte von ca. 70x10^, 
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ca. 60xl0 5 f ca.5+3d0 5 oder ca. 32x1 0 5 aufveisen. 

8. Blutgerinnungshemmende Rroteine nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, daS sie aus Arterien isolierbar sind. 

9. ELutgerinnungshemmende Proteine nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, daQ sie aus stark vaskularisiertem Gewebe 
isolierbar sind, , 

10. Blutgerinnungshemmende Proteine nach Anspruch 1 f dadurch 
gekennzeichnet, dafl 

- sie aus BlutgefaBvanden von Saugetieren isoliert und 
gereinigt wurden, 

- sie keine Glykoproteine sind, 

- sie keine Ihospholipasen sind, 

- sie einen isoelektrischen Punkt bei pH 4, 4-4, 6 besitzen, 

- die Aktivitat der blutgerinnungshemmenden Proteine bei 
56 # C thermolabil ist, 

- die Aktivitat der blutgerinnungshemmenden Proteine im 
zitrierten Plasma bei 37* C ; einige Stunden stabil bleibt, 

- die Aktivitat der blutgerinnungshemmenden Proteine von 
Trypsin und/oder Chymotrypsin nicht vollstandig zerstort 
wird f 

- die 'Aktivitat der blutgerinnungshemmenden Proteine von 
Collagena8e und/oder ELastase nicht beeinfliflt wird. 



- sie liber die divalenten Kationen Ca ind Mn mit 
negativ geladenen Riospholipiden, die in Vesikeln, 
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Iiposomen oder Etherosomen zu finden Bind, binden, 

- sie ttber die divalenten Kationen Ca 2+ uad Mn 2+ mit 
negativ geladenen Hiospholipiden, die mit Spherocil 
gekoppelt sind, binden, 

- die Bindung der Proteine an die negativ geladenen 
Biospholipide reversibel ist und von Ethylendiamin- 
tetraessigsaure (EDTA) aufgehoben verden kann, 

- sie den Faktor X o und die Prothrombine von einer 

a 

negativ geladenen Hiospholipidoberf l&che verdrangen, 

- Bie den modif izierten Prothrombin-Zeit-Versuch hemmen r 

- sie den modif izierten, aktivierten, partiellen 
Thromboplastin-Zeit-Versuch hemmen, 

- sie den nich t-modif izierten frothrombi n-Zeitversuch 
hemmen, 

- sie die Prothrombin-Aktivierung durch den 
Gerinnung8faktor X & in Gegenwart von negativ geladenen 
Phospholipiden und Ca 2,+ in vitro hemmen, 

- sie nicht die biologische und amidolytische Aktivitat 

der Faktoren X 0 und II hemmen, 
a a 

- sie die intrinsische X-Aktivierung durch den 

Faktor IX in Gegenwart von negativ geladenen Fhospho- 
2+ 

lipiden und Ca in vitro hemmen, 

- sie die Erothrombi n-Aktivierung von isolierten, 
stimulierten Blutplattchen in vitro hemmen, 

- sie die von der (tefaBwand induzierte Gerinnung in vitro 
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hemmen und 

- die durch die Proteine induzierte Pr othrombin-Akti- 
vierungshemmung durch den Faktor X a von der 
Riospholipidkonzentration abhangig ist und bei hohen 
Phospholipidkonzentrationen kleiner ist. 

11. •BLutgerinnungahemmende Proteine nach einem oder mehreren 
der vorhergehenden Anspniche. 

12. Ezmane blutgerinnungshemmende Proteine nach einem der 
vorhergehenden Ansprliche. 

13. Bovine blutgerinnungshemmende Proteine nach einem der 
vorhergehenden Anspriiche. 

14. Murine blutgerinnungshemmende Proteine nach einem der 
vorhergehenden Aispriiche. 

15. Equine blutgerinnungshemmende Proteine nach einem der 
vorhergehenden Anspniche. 

16 Verfahrer, zur Herstelluaj blutgerinmmgshemender Proteine, dedurch 
Vkennzeiclmet, da 6 BlutgefSBwSnde, stark vaskularlsierte Gewebe oder 
Endothelzellkulturen 

a) homogenisiert und differential zentrifugiert werden und die oben- 
stehende FlUssigkeit in beliebiger Reihenfolge einer oder mehrerer 
der folgenden Reinigungsbehandlungen ausgesetzt wird: 

b) Prazipitieren mit Salz 

c) Affinitatschromatographie 

d ) Ionenaustauschchromatographie 

i 

e) Chromatographic Uber ein Molekularsieb. 

wobei die nach den Stufen b). c), d) und e) erhaltenen Produkte 
gewUnschtenfalls dlalysiert werden kiinnen. 
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Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daB eine weitere 
Reinigung rait Hilfe einer Immunoadsorptionschromatographie durchge- 
•fiihrt wird. 

Verfahren nach Anspruch 16 oderl7 , dadurch gekennzeichnet, daB 
die Proteine mit Hilfe von Phospholipid-Vesikeln gereinigt werden. 

Verfahren nach einern der Anspriiche 16-18 dadurch gekennzeichnet, 
daB fur den Niederschlag der Stufe b) Ammoniumsulfat, flir die Chromato 
graphie der Stufe c) Hydroxyapatit, fur die Chromatographie der 
Stufe d) DEAE Sephacel und fur die Chromatographic der Stufe e) 
Sephadex G-100 bzw. G-75 verwendet wird. 

Blutgerinnungshemmendes Protein, herstellbar nach einem der Anspriiche 
16 bis 19. I 

Phannazeutisches Praparat, dadurch gekennzeichnet, daB es neben 
pharmazeutisch inerten Hilfs- und/oder Tragerstoffen eine wirksarae 
Menge an blutgerinnungshemmendem Protein nach einem der Anspriiche 
1 bis 15 und 20 enthSlt. 

Verwendung des blutgerinnungshemmenden Proteins nach einem der 
Anspriiche 1 bis 15 und 20zur therapeutischen Behandlung. 
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